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Analisis del NPY hipotalamico inducido por complicaciones
nutricionales en la reproduccidén

Leticia Manuel Apolinar, Erika Garcia Diaz, Miriam Ruiz Albarran, Leticia Damasio Santana, Marcelino
Hernandez-Valencia

RESUMEN

Antecedentes: la desregulacion en la disponibilidad de sustratos energéticos en la vida prenatal o posnatal predispone a la aparicion
de procesos de adaptacion metabdlica y hormonal que persisten a lo largo de la vida. Asi, en la etapa de reproduccion, el estado de
desnutricion materna desencadena bajo peso del feto al nacimiento e induce cambios en el hipotalamo, donde se integran las sefiales
nutricionales y el equilibrio energético mediante sistemas hormonales, como la leptina y el neuropéptido Y (NPY).

Objetivo: analizar el efecto de la desnutricion fetal en la expresion del receptor de NPY1 hipotalamico.

Método: se utilizaron ratas Sprague Dawley con restriccion de alimento al 50% y se obtuvieron crias de bajo peso al nacimiento
(grupo BPN). Al destete se alimentaron con dieta hipercalérica. Alas 2 y 12 semanas de edad se analizé con RT-PCR la expresiéon
del receptor de NPY1 en el hipotalamo.

Resultados: en el grupo de bajo peso fetal, el peso corporal al nacimiento fue menor que el de los controles (C), (p<0.001); sin
embargo, de las 2 hasta las 12 semanas aumentaron de peso (p<0.001). A las dos semanas, la expresion del receptor de NPY1 en
el hipotalamo fue mayor en el grupo de bajo peso fetal al nacimiento que en el control, con una p<0.05.

Conclusion: los resultados sugieren que la desnutricién intrauterina puede asociarse con alteraciones desde la etapa fetal que in-
ducen cambios para optimizar el equilibrio energético, donde participa el NPY mediante aumento de la expresion del receptor NPY1
en el hipotalamo, que genera hiperfagia cuando hay disposicion de alimento a libre demanda, quiza debido a las adaptaciones de la
recuperacion del crecimiento.
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ABSTRACT

Background: Deregulation in the availability of food in prenatal and postnatal life, predisposes to the development of processes of
metabolic and hormonal adaptation that persist throughout life. Thus, in reproducing a state of malnutrition triggers a low birth weight
(LBW). Considering that induces changes in the brain, the hypothalamus integrates nutritional signals also participate in the energy
balance through hormonal systems such as leptin and neuropeptide Y (NPY).

Objective: Analyze the effect of fetal undernutrition in the expression of NPY1 hypothalamic receptor.

Methods: Sprague Dawley rats were used with food restriction to 50% in pregnancy compared control group (C); was obtained in
offspring a low birth weight (LBW group), after weaning were fed high-calorie diet, at 2 and 12 weeks-old with the hypothalamus by
RT-PCR was analyzed receptor expression NPY1.

Results: Body weight at birth was lower in the LBW vs control group (p <0.001), but at 2 to 12 weeks increased (p <0.001), the ex-
pression in the hypothalamus NPY1 receptor was higher in group LBW vs C at 2 weeks p <0.05.

Conclusions: These results suggest that in the reproduction with presence of malnutrition induced changes to optimize their energy
balance, with an increase in expression in hypothalamic NPY1 receptor, generating a hyperphagia when food is available. Possibly
secondary to adaptations of catch up growth.
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n las ultimas décadas, diversas areas de in-

vestigacion en la reproduccion han sugerido

que los eventos implicados en el desarrollo

fetal tienen efectos a largo plazo e influyen
en la salud durante la vida adulta.! En la actualidad se
conocen los factores que interactian con la expresion
de genes in utero y establecen patrones fisiologicos
y estructurales relacionados con la supervivencia del
individuo. La programacion de la obesidad puede
darse por medio de alteraciones permanentes de una o
mas vias relevantes durante el desarrollo embrionario
y perinatal. Algunas no s6lo influyen en el sujeto sino
que también producen efectos que alteran la programa-
cion de generaciones futuras.? Asi, una de las variables
bioldgicas que mayor repercusion tiene en la salud a
largo plazo, luego de la desnutricion intrauterina, es el
crecimiento. El crecimiento de un individuo esta con-
dicionado por la interaccion entre el potencial genético
y el ambiente; a su vez, la capacidad de recuperacion
que tenga un desnutrido depende de la magnitud del
crecimiento recuperado o “catch up growth”.? Asi, un
aspecto importante del proceso de desarrollo de nuevos
tratamientos farmacologicos para la obesidad se basa
en el entendimiento de los efectos de la programacion
fetal en el sistema neuroendocrino y su relacion con las
alteraciones en los procesos fisioldgicos y psicoldgicos
que controlan el apetito y la regulacidn del peso corporal.

La leptina es una hormona producto del gen ob, un
péptido con peso molecular de 16 kDa, producida por
los adipocitos, que informa al cerebro del estado de los
depositos corporales de energia y, por tanto, funciona
como un sensor del equilibrio energético. La leptina
también se ha relacionado con los cambios periféricos
de la regulacion energética, como la resistencia a la in-
sulina.* En consecuencia, su accion central estd mediada
por péptidos, entre los que destaca el neuropéptido Y.
Asi, la leptina regula el consumo de alimentos y el gasto
de energia.

El neuropéptido Y es un péptido orexigénico que se
sintetiza en las neuronas del nucleo arcuato (ARC).’ La
administracion intracerebrovascular (ICV) del NPY da
como resultado hiperfagia y aumento del peso corporal;®
también disminuye el gasto de energia, estimula episo-
dios de alimentacién y aumenta la ingestion de alimento,
la duracion y la frecuencia de la misma.” E1 NPY es un

regulador importante del equilibrio energético.® En la
actualidad se han descrito cinco subtipos distintos de
receptores del NPY (Y1, Y2, Y4, Y5, Y6). De éstos, el
receptor Y1 tiene un papel importante en la regulacion
del consumo de alimento,*® mientras que el receptor Y5
no s6lo media la respuesta al alimento (Hwa et al, 1999),
sino que también contribuye a la homeostasis de regu-
lacion de la energia.'® Por esto se propone que el NPY
es mas importante en el estimulo de la ingestion cuando
las reservas energéticas estan gravemente afectadas. Por
lo anterior, el objetivo de este estudio fue: determinar
desde etapas tempranas de la gestacion el efecto de la
desnutricion fetal en la expresion del receptor de NPY1
hipotalamico asociado con el bajo peso fetal al nacimien-
to y con la recuperacion del peso posnatal.

MATERIAL 'Y METODO

Estudio x en el que se utilizaron ratas de la cepa Sprague
Dawley: 20 machos y 20 hembras nuliparas de tres meses
de edad, con peso de 200-250 g. Los animales perma-
necieron en el bioterio del Centro Médico Nacional del
Instituto Mexicano del Seguro Social (CMN S-XXI,
IMSS). El protocolo fue aprobado por el Comité de
Etica Nacional del CMN Siglo XXI, IMSS. Los animales
se utilizaron de acuerdo con lo sefialado en la Norma
Oficial Mexicana (5.1.3.1, NOM-062-Z00-1999): se
mantuvieron en condiciones convencionales de biote-
rio. Con base en el modelo experimental utilizado en
el laboratorio,!'' se cruzaron y con la identificacion del
tapon vaginal se considerd el dia 1 de la gestacion. Al
comienzo de la segunda semana de gestacion al grupo
experimental se le restringid el alimento al 50% respecto
del grupo control (C). La ingestion de agua fue ad libi-
tum. Al nacimiento de las crias, las madres del grupo con
restriccion de alimento fueron alimentadas de manera
normal. Las crias se pesaron y seleccionaron por sexo.
Se homogeneizaron en camadas de 8-9 machos en cajas
separadas por camada y se alimentaron por lactancia
hasta los 21 dias de edad posnatal. Después del destete,
las crias del grupo C se alimentaron con la dieta control
y las crias del grupo con restriccion de la dieta materna
con bajo peso al nacimiento se alimentaron con la dieta
hipercalorica (60% de lipidos) HL, grupo bajo peso fetal
al nacimiento+HL.
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Peso corporal. Enseguida del nacimiento, las crias
del grupo C y las de bajo peso fetal al nacimiento na-
cieron. El peso se registro hasta las 12 semanas de edad
posnatal.

Prueba RT-PCR para la expresion del mARN de los
receptores NPY1 en el hipotalamo

La extraccidon del ARN total fue mediante el método de
trizol. Para evidenciar la integridad del ARN se realizo
una clectroforesis con gel de agarosa al 2%, con bro-
muro de etidio. Posteriormente se obtuvo una cadena
complementaria de ADN (cDNA) a partir de mARN de
muestras de tejido hipotalamico, que fueron sometidas
alaaccion de una enzima transcriptasa reversa. Una vez
con el cADN y con los primers especificos de los genes
se realizo la reaccion de PCR (Cuadro 1). Para determi-
nar la expresion del gen del receptor del neuropéptido
Y 1 (Npylr, NPY1), asi como para el gen constitutivo y
de normalizacion tubulina (Tub B3), se utilizo la técnica
de RT-PCR.

Cuadro 1. Cebadores usados para la determinacion de la ex-
presion de receptores hipotalamicos

Producto de
PCR (pb)

Gen Secuencia

Novir F5-TCTTCTCTGCCCTTCGTGATC- 73
Py R 5-TGAACGCCGCAAGTGATACA-

Tubb3 F 5-TCAGCGTGGTGCCCTCAC- 370
R 5-GTGAGCTCAGGCACCGCT-

La PCR se realizo con el equipo Pyrostart (Fer-
mentas). Las condiciones de PCR se sometieron a
desnaturalizacién a 95 °C durante cinco minutos. Se
realizaron 35 ciclos designados para la reaccidn con las
siguientes condiciones: 95 °C durante | minuto (desna-
turalizacion), 60 °C durante un minuto (alineamiento),
72 °C durante un minuto (elongacion); con elongacion
final de 72 °C durante siete minutos se utilizé un termo-
ciclador Eppehdorf, Epgradient S. El producto de PCR
se evidenci6 mediante electroforesis al 2% de agarosa y
bromuro de etidio; la determinacidn de la densitometria
fue en un Gel Logic.

Analisis estadisticos. Los datos obtenidos se anali-
zaron con estadistica simple con promedio + desviacion

estandar. La diferencia estadistica se considerd para
una p<0.001 entre el grupo (C) y el grupo de bajo peso
fetal al nacimiento. El analisis intergrupo fue mediante
prueba t de Student.

RESULTADOS

El peso corporal de las madres durante la gestacion se
obtuvo de la desnutriciéon materna de los ultimos nueve
dias de gestacion. La restriccion al 50% del alimento
redujo, al final de la gestacion, el peso corporal de las
madres del grupo con restriccion de 10.5% con respecto
al grupo C. Es asi como se demuestra que la restriccion
de alimento durante los 12-21 dias de gestacion reduce el
peso corporal de las madres; de esta manera se confirma
el estado inducido de desnutricion materna.

Peso corporal en crias de madres con restriccion de
alimento durante la gestacion

Las crias de madres alimentadas con restriccién de
alimentos durante la reproduccién se afectaron porque
tuvieron bajo peso fetal al nacimiento vs los controles
(p<0.001). Sin embargo, a partir de la vida posnatal
las madres en lactancia de estas crias se alimentaron a
libre demanda.

El peso corporal de los grupos de estudio se registrd
desde el nacimiento hasta las 12 semanas de edad. El
peso de las crias producto de la desnutriciéon materna
al nacimiento (grupo bajo peso fetal al nacimiento) se
redujo 17.9% con respecto al control, con diferencias
significativas (p<0.001). Estas diferencias de peso entre
los grupos desaparecieron en la segunda semana porque
el peso se incremento 12.5% en el grupo de bajo peso
fetal al nacimiento (p<0.05), lo que indica recuperacion
del crecimiento. El peso del grupo con bajo peso fetal
al nacimiento a las 12 semanas de edad, cuando ya lo
estaban alimentado con la dieta HL, permanecio por
arriba, con incremento de 22.8% (p<0.001). Figura 1

Ingestion de dieta hiperlipidica después de bajo peso
al nacimiento

A los 21 dias después del destete, el grupo control
se aliment6 con una dieta control y el grupo con bajo
peso fetal al nacimiento con una dieta HL. A partir de
la cuarta semana y hasta las 12 semanas de edad las
ratas alimentadas con la dieta HL consumieron mas
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Figura 1. Peso corporal de ratas controles y obesas. Efecto de la restriccion de alimento en la gestacion y la dieta hipercalérica en el
grupo de bajo peso fetal al nacimiento comparado con el grupo C. Los pesos considerados fueron: al nacimiento, 1, 2 y 12 semanas
de edad. Los datos se presentan como promedio + desviacion estandar. La diferencia estadistica fue de *p<0.05; ***p<0.001 entre
el grupo (C) y el grupo de bajo peso fetal al nacimiento. La comparacion entre grupos fue con prueba t Student.

alimento en comparacion con el control. Las diferencias
en el consumo de alimento por gramo se consideraron
estadisticamente significativas con una p<0.05.

Expresion de NPY1 en el hipotalamo

Por lo que se refiere a los niveles de expresion del mARN
del receptor Y1 en el hipotalamo, fue mayor en 25%
en el grupo de bajo peso fetal al nacimiento vs el grupo
C a las dos semanas, con una p<0.05. Estas diferencias
no permanecen cuando los animales se alimentan con la
dieta HL a las 12 semanas de edad, porque disminuyen.
Si bien los niveles de expresion del mARN del receptor
Y1 tienden a disminuir con la edad y con la dicta, estas
diferencias no son significativas comparadas con el
control de la misma edad (Figura 2).

DISCUSION

En este estudio se observd que la restriccion de calorias
durante la gestacion resulta en bajo peso al nacimiento;
sin embargo, en la vida posnatal inmediata en las ratas
con alimento a libre demanda se encontrd hiperfagia.
El aumento en la ingestién de alimento condujo a la
recuperacion del crecimiento a las dos semanas de edad,
sin que se hubiera modificado el tipo de alimento. La
aceleracion en la recuperacion del crecimiento quiza
fue benéfica a corto plazo, porque permitid a las ratas
supervivir hasta la edad reproductiva. Sin embargo, con
el consumo de una dieta HL después del destete ocurren
adaptaciones que resultan perjudiciales para la salud.
Algunos estudios experimentales previos sugieren que
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Figura 2. Comparacion de la expresion del receptor NPY1 en
las diferentes edades de estudio. Los datos se presentan como
promedio + desviacién estandar. La diferencia significativa es de
*p<0.01. Prueba t de Student.

el tipo de manipulacién de la dieta materna durante la
gestacion puede dar como resultado diferentes fenotipos:
hipofagico o hiperfagico. Cuando las hembras gestantes
se alimentan con una dieta baja en proteinas tienen crias
con hipofagia.'” Sin embargo, las crias de madres con
desnutricion gestacional severa (restriccion de 70% de
la ingestion normal de alimento) tienen hiperfagia hasta
la vida adulta cuando se alimentan con una dieta HL."

Los resultados de este estudio confirman la recupe-
racion del crecimiento observado en otros estudios en

modelos animales,'*!* lo que indica que la restriccion de
nutrientes in utero tiene un efecto importante en el cre-
cimiento postnatal. Los estudios realizados por Ozanne
y Hales,'* asi como por Desai y su grupo'® muestran que
la programacion in utero da origen a la obesidad, pero
no a diabetes mellitus tipo 2.

El NPY se ha identificado como un potente agente
orexigénico sintetizado por las neuronas del ntcleo
arcuato hipotalamico. La concentracidon plasmatica del
NPY en humanos varia desde limites de 0.25 hasta 129
pM."” De forma similar, la medicion de la concentra-
cion del NPY en ratas varia en la bibliografia desde 25
hasta 3000 pM. Esto podria deberse a que el NPY no
solo ejerce su efecto en el hipotalamo, sino también en
el sistema nervioso periférico, debido a sus diversas
acciones biologicas, en las que se incluye la regulacion
cardiovascular, cognicidn, estrés, modulacion del siste-
ma neuroendocrino y regulacion del apetito, por lo que
podria modular diversas acciones bioldgicas a través de
sus diferentes receptores. Existen estudios en los que
no se han encontrado diferencias significativas en las
concentraciones del NPY en plasma de ratas alimentadas
con dieta HL comparadas con controles.'® Esto sugiere
que las concentraciones del NPY en el plasma a nivel
periférico no son sensibles a los cambios nutricionales ni
a la ingestion de alimento. También se ha reportado que
las dietas HL altas en grasas saturadas producen sobre-
regulacion en la expresion del NPY en comparacion con
dictas HL altas en grasas insaturadas, o bien, con dietas
equilibradas.' En este trabajo la expresion del receptor
Y1 fue mayor a la edad de dos semanas, momento en el
que se manifiesta la recuperacion del peso corporal sin
influencia de la dieta HL. Por el contrario, se encontrd
que los niveles de expresion del mARN del receptor
Y1 disminuyen significativamente a las 12 semanas
en el grupo de bajo peso fetal al nacimiento+HL. Esta
disminucion podria ser el resultado de una regulacion
negativa en caso de que las concentraciones de NPY se
encontraran elevadas a las 12 semanas de edad. Esto
sugeriria que la programacion temprana de la ganancia
de peso corporal y de la hiperfagia es consecuencia de
laregulacion alterada de la ingestion de alimentos. Estas
alteraciones pueden atribuirse a cambios en los niveles
de expresion del receptor Y1 hipotalamico involucrado
en la regulacidn del gasto energético, potenciado por la
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dieta HL observada en la edad adulta, lo que podria signi-
ficar que la disminucién en la expresion del receptor Y1
estd asociada con la induccion de obesidad y diabetes. En
conclusion, estos resultados sugieren que la desnutricion
intrauterina determina una programacion en la vida fetal
que estimula una sobrealimentacion compensatoria en la
vida posnatal, con recuperacidn nutricional a la edad de
dos semanas y se manifiesta con aumento en la expresion
del receptor de NPY1 en el hipotdlamo, quiza debido
a una adaptacion del gasto energético en respuesta a la
desnutricion fetal.
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